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Abstract 
NOR-1 is an orphan member of the nuclear receptor superfamily, which includes a 
group of transcription factors involved in the response to steroids, fatty acids, 
retinoic acids, and other lipophilic molecules. The NOR-1 subfamily has been 
implicated in cell proliferation, differentiation, apoptosis, chondrosarcomas, 
inflammation, and atherogenesis. The NOR-1 receptor is an orphan ligand receptor 
which acts over gene transactivation. No ligands, if such in fact exist, are known for 
this receptor. Recently, the three dimensional structure of the homolog receptor 
Nurr1 has been solved using protein crystallography techniques. Surprisingly, the 
structure does not present either a typical cavity for ligand binding or a classical 
cofactor binding site in the ligand binding domain (LBD). To allow for structural 
studies of other member of NR4 subfamily, we have overexpressed in E. coli cells 
the rat orphan nuclear receptor NOR-1 AF-1 and LBD domains, purified and 
characterized recombinant LBD. We obtained NOR-1 LBD at a high degree of 
purity and with an overall yield of 3 mg/litre of culture media. CD spectroscopy 
analysis shows high α-helical secondary structure content (52%), compatible to the 
Nurr1 LBD 3D structure Thermal denaturation monitored by UV absorption and CD 
spectroscopy suggests proper folding of NOR-1 LBD.  
 Keywords: nuclear receptor; NOR-1 receptor; NR4 family; expression in E. coli; 
AF-1 and LBD domain. 
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Resumo 
O receptor órfão nuclear NOR-1 é um membro uma superfamília composta por um 
grupo de fatores de transcrição envolvidos na resposta a esteróides, ácidos 
graxos, ácidos retinóicos, e outras moléculas lipofílicas. A subfamília de NOR-1 
está implicada na proliferação celular, diferenciação, apoptose, condrosarcomas, 
processos inflamatórios e de aterogênese. O receptor NOR-1 é um órfão de 
ligante atuando sobre a transativação gênica. Até hoje, nenhum ligante é 
conhecido para este receptor. A estrutura tridimensional do domínio LBD 
homólogo, Nurr1, foi resolvida através de técnicas de cristalografia. 
Surpreendentemente, a estrutura não apresentou a cavidade típica de interação 
com ligantes, nem um sítio de ligação clássico para co-fatores. Com a finalidade 
de estudar estruturalmente um outro membro da subfamília NR4, dois de seus 
domínios AF-1 e LBD foram os focos deste trabalho, realizando-se experimentos 
de expressão, purificação, e análises preliminares de estrutura por UV e Dicroísmo 
Circular (CD). O domínio LBD de NOR-1 foi purificado com alto grau de pureza, 
rendendo 3 mg/litro de meio de cultivo e sua estrutura foi avaliada por UV e CD 
apresentando um conteúdo de α-hélices de 52 % compatível a estrutura 3D do seu 
homólogo Nurr1. A desnaturação térmica, monitorada por UV e CD, sugere um 
correto enovelamento para proteína LBD recombinante.   
Palavras-chave: Receptor nuclear; receptor NOR-1; subfamília NR4; expressão 
em E. coli; domínio AF-1 e LBD , CD.  
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  1. Introdução 
Os receptores nucleares (RNs) foram primeiramente identificados há 40 
anos  como receptores intracelulares para alguns esteróides. Passados 20 anos, 
tornou-se claro que esses receptores esteróides faziam parte de uma superfamília 
de fatores de transcrição dos metazoários, os quais surgem na evolução, antes da 
divergência entre vertebrados e invertebrados. Esta superfamília inclui diferentes 
proteínas responsáveis por estabelecer a ligação direta entre o controle 
transcricional e as respostas fisiológicas dos organismos, atuando na regulação do 
desenvolvimento, da sinalização hormonal e do metabolismo (MANGELSDORF et 
al., 1995; NAGY e SCHWABE, 2004).  
O controle metabólico envolve a regulação de diversos processos como: o 
metabolismo da glicose, através do receptor PPARγ (proliferator-activating 
receptor gamma); de ácidos graxos, de tríglicerídios e de lipoproteínas, via 
receptores PPARα, β e γ; o controle do transporte de colesterol e sua absorção 
pelos receptores do X fígado (liver X receptors) e liver receptor homolog -1 (LRH -
1); assim como, o metabolismo da ácido biliar pelo FXR (Farmesol  X receptor); as 
defesas contra xeno e endobióticos, através dos receptores de xenobóticos e  
PXR/SXR  (pregnane X receptor/steroid), entre outros. Há no genoma humano, 48 
destes receptores, responsáveis por diversas ações metabólicas 
(MANGELSDORF et al., 1995; CHAWLA et al, 2001; GORDON et al., 2003). 
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A atividade de muitos destes receptores é controlada pela ligação de 
pequenas moléculas lipofílicas (ligantes) que podem ser: hormônios, metabólitos 
como ácidos graxos, ácidos biliares, oxiesteróis, xeno ou endobióticos (figura 1). 
 
 
 
 
Figura 1. Figura mostrando o mecanismo de ativação dos RNs e sua 
interação com o DNA. 
Muitos destes receptores foram caracterizados antes da identificação de 
seus ligantes e, por esta razão, eles foram chamados de receptores órfãos, ou 
Ligante 
Receptor Nuclear
Transcrição
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seja, órfãos de ligante. À medida que seus ligantes naturais ou sintéticos foram 
sendo conhecidos, muitos desses órfãos foram sendo adotados e incluídos em 
outras subfamílias (CHAWLA et al, 2001).   
Pelo fato da importante função dos receptores nucleares como reguladores 
principais da transcrição gênica e do controle metabólico em geral, sempre houve 
a intensa busca por novos ligantes para estes receptores com finalidades de 
estabelecerem-se novas estratégias preventivas e terapêuticas no combate a 
doenças bastante comuns (GORDON, et al. 2003). Em geral, os receptores 
funcionam como protetores contra distúrbios do metabolismo ou contra tóxicos, 
atuando na manutenção da homeostase. Frequentemente os ligantes para estes 
receptores tornam-se excessivos, pois são normalmente, originados da dieta, 
intermediários metabólicos, drogas, etc. Pelo próprio estilo de vida atual, através 
do sedentarismo, alta ingestão calórica, exposição a drogas e xenobióticos, as 
pessoas entram em contato crônico com altas concentrações de ligantes para 
estes receptores. Desta maneira, sabe-se a alteração da sinalização metabólica 
por esses disruptores, contribui para a patogenicidade de muitas doenças comuns 
como diabetes tipo 2, resistência a insulina, obesidade, aterosclerose, 
hiperlipidemia, síndrome X ou também chamada de pluri-metabólica, ou ainda,  
processos inflamatórios, Leucemia, entre outras (GORDON et al. 2003; LIN, et al. 
1999; LAUE et  al., 1988; KERSTEN et al. 2000). A importância dos RNs na 
fisiologia humana é evidenciada pela extensa quantidade de terapias que tem sido 
criadas para o tratamento de doenças associadas com a disfunção da sinalização 
hormonal, por exemplo (WANSA et al. 2003). É evidente que a elucidação dos 
 7
mecanismos de regulação dos receptores nucleares tem amplas aplicações, seja 
para o desenvolvimento de drogas, utilizando os receptores como alvos, ou para o 
próprio entendimento de fenômenos de regulação biológica (NAGY e SCHWABE, 
2004). Os receptores LXR tem sido investigados como alvo para o tratamento de 
doenças cardiovasculares, no entanto, Collins (2004) sugere que seus ligantes 
(moduladores) poderiam ser usados como agentes terapêuticos para diabetes, 
inflamação e doenças neurodegenerativas.  
Estruturalmente, os RNs possuem uma composição em três domínios 
bastante conservados evolutivamente. A região N-terminal AF-1 é um domínio 
independente de ligante envolvido em processos de transativação gênica e 
recrutamento de coativadores. A essa região tem se atribuída também a função de 
fosforilação destes co-ativadores (WANSA et al., 2003; GRESCHIK e MORAS, 
2003). O domínio altamente conservado DBD – domínio de ligação ao DNA – é 
composto por dois motivos zinc fingers capazes de reconhecer seqüências 
específicas do DNA. Particularmente este domínio já foi bastante estudado através 
de investigações bioquímicas e estruturais e seu mecanismo de ligação é bem 
conhecido (TERENZI et al., 1996,1998; NAGY e SCHWABE, 2004). Finalmente, o 
domínio de ligação (onde os ligantes se ligam) e dimerização, chamando de LBD 
(ligand–binding domain) (figura 2). Este domínio contém uma região dependente 
de ativação em sua porção C-terminal chamada de transativação AF-2 (ARANDA 
e PASCUAL, 2001). Sua estrutura é composta em geral de 12 α-hélices (H1 a 
H12) com uma inserção pequena de folhas β entre as hélices H5 e H6 
(GRESCHICK e MORAS, 2003). 
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Figura 2. Representação esquemática dos receptores nucleares, 
mostrando os domínios AF-1 (região A/B), DBD (região C) e LBD (região D, E e 
F). 
O domínio LBD, estruturado em α-hélices, apresenta em uma de suas 
extremidades a ausência de hélices gerando um espaço para abrigar o ligante. 
Este, por sua vez, fica envolvido por hélices e uma estrutura em folha – β. Esta 
cavidade pode variar em tamanho abrigando diferentes ligantes. Alguns 
receptores de cavidade menor como os hormonais TR (receptor de hormônio 
tireiodiano) e ER (receptor de estrógeno) são específicos para estes ligantes. Já 
os PPARγ e PXR, com cavidade maior, acomodam vários ligantes em diferentes 
orientações. Sugere-se que a interação com o ligante estabilize a molécula 
tornando-a mais compacta e rigida (NAGY e SCHWABE, 2004).    
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A subfamília NR4A está envolvida com a proliferação e diferenciação 
celular, apoptose, condrosarcomas, processos inflamatórios e aterogenese 
(MURPHY et al., 2001, ARKENBOUT et al., 2002; MONAJEMI et al., 2001; 
ZHANG, 2002; MALTAIS et  al., 2002). Os receptores desta subfamília 
compartilham extensa homologia em sua região de ligação ao DNA (DBD) e na 
região LBD, porém divergem significativamente na porção N-terminal (IWAWAKI et 
al., 2000). Muitas estruturas tridimensionais já foram elucidadas para o domínio 
LBD. No entanto, a primeira estrutura múltipla de domínios (DBD-LBD) foi 
recentemente revelada por Cristalografia de raios - X a baixa resolução (FISCHER 
et al., 2002).  
O receptor órfão nuclear NOR-1 (Neuron-derived orphan receptor – 1) ou 
NR4A3 e seus homólogos Nurr1 e Nur77, tem mostrado papel importante na 
regulação da expressão de vários genes do eixo adrenal-pituitário-hipotalâmico. 
Pela homologia de seqüências e análise das propriedades de trans-ativação, 
NOR-1 e Nur77 apresentam uma estrutura global e organização funcional 
similares (FERNANDEZ et al., 2000). Sabe-se que a liberação de hormônios 
corticotrópicos nas células pituitárias e adrenais induzem a expressão de NOR-1 e 
Nur77, exemplificando seus papéis na esteriodogenese. Em concordância com o 
papel de NOR-1 em processos inflamatórios e na carcinogênese, NOR-1 é ativado 
por uma droga anti-câncer e anti-inflamatória 6-mercaptopurine. Foi demonstrado 
que NOR-1 é um mediador da transcrição e recrutador de co-fatores, operando de 
maneira dependendo de seu domínio AF-1. Além disso, o domínio AF-1 é 
requerido para a transativação de outros genes alvo por NOR-1 (WANSA et al., 
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2003). Sabe-se também do seu papel na regulação da cascata de proteínas 
quinases dependentes de calmolulina - Ca2+ (INUZUKAA et al., 2002) e sua 
indução por hormônios da paratireóide em osteoblastos (PIRIH et al., 2003). 
Muitos agonistas dos RNs já foram identificados, tais como os ácidos 
graxos, os oxiesteróis e ácidos biliares, dando suporte a idéia de que a maioria 
dos RNs são regulados por ligantes. Por outro lado, estudos estruturais de 
receptores órfãos indicam que vários receptores nucleares, como o fator nuclear 
do hepatócito 4α (HNF4α) e HNF4γ, são capazes de se ligarem a ligantes, mas 
não são regulados por eles (WISELY et al., 2002; DHE-PAGANON et al., 2002).    
A dúvida sobre a estrutura destes receptores órfãos começou a ser 
esclarecida recentemente, no momento em que estrutura cristalina do domínio 
Nurr1 LBD foi resolvida. A estrutura foi resolvida a 2,2 Å de resolução e duas 
características distintas diferenciam-no dos demais Receptores Nucleares. Este 
domínio LBD possui um enovelamento canônico sem a cavidade esperada para a 
ligação das moléculas ligantes. Isto, resultado de um estreitamento de cadeias 
laterais dos resíduos hidrofóbicos que normalmente são ocupados por ligantes. 
Além disso, a este LBD lhe falta um sítio clássico para co-reguladores (WANG et 
al., 2003) (figura 3). Recentemente através de técnicas de NMR (Codina A. et al. 
2004) mostrou-se uma nova superfície de interação com co-reguladores para o 
domínio LBD de Nurr1, envolvendo as hélices 11 e 12.   
Acredita-se que os receptores que aparentemente não possuem uma 
cavidade de ligação não sejam regulados por ligantes convencionais sendo 
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constitutivamente ativos, ou regulados por um outro mecanismo (NAGY e 
SCHWABE, 2004).  Outros membros da subfamília NR4 ainda não foram 
caracterizados estruturalmente (GRESCHICK e MORAS, 2003).   
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Estrutura do receptor Nurr1 em A. Em B, a cavidade fechada 
característica do domínio.  
Para investigar as características estruturais de outro membro da subfamília 
NR4, apresentamos os resultados de purificação e caracterização estrutural 
preliminar do receptor órfão NOR-1, com objetivos de servir como base para 
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estudos estruturais posteriores. Os domínios AF-1 e LBD de NOR-1 foram os 
alvos do estudo. 
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2. Objetivos 
2.1 Gerais 
Caracterização estrutural do receptor órfão nuclear NOR-1 de Rattus 
norvergicus.  
2.2 Específicos 
- Expressar os domínios AF-1 e LBD do receptor NOR-1; 
- Purificar as proteínas expressas; 
- Caracterizar estruturalmente as proteínas que forem purificadas por UV e 
CD.  
 14
 
 
Figura 4. Representação esquemática dos principais passos metodológicos. 
PCR 
Subclonagens  e Expressôes 
Purificações 
GSH-Sefarose 
His.Tag 
Clivagem na coluna 
Clivagem fora da coluna 
CD e UV 
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3. Matérias e métodos 
3.1 Construção dos vetores de expressão pET-AF-1 e pET -LBD 
3.1.1 Amplificação por PCR 
Os fragmentos correspondentes a 879 bp (AF-1 – amino ácidos 1 ao 293) e 
744bp (LBD – amino ácidos 380 ao 628) foram amplificados por PCR, utilizando 
vetores pGEX-AF1 e pGEX-LBD (plasmidios contendo os domínios de interesse) 
como DNA molde. O programa de amplificação e os iniciadores estão 
relacionados abaixo: 
Programa de amplificação por PCR: 
Passo 1: 95°C - 5 min; 
Passo 2: 95°C - 1 min; 
Passo 3: 55°C - 30 seg; 
Passo 4: 72°C - 1 min; 
Passo 5: Ciclos 2, 3 e 4  repetidos por 40 vezes.  
Passo 6: 72°C - 10 min. 
Iniciadores utilizados: 
5`- 3´ AF-1: ggt ttt cat atg ccc tgc gta caa 
                                              P    C   V    Q    
3`- 5` AF-1: gta aaa gga tcc tta cgt gcc ctc gcc gga 
                                  Stop T    G    E   G    S   
5`- 3` LBD: gga ttt cat atg cca aag agc cca cta 
                                    P    K    S     P    L  
3`- 5` LBD: gta aac gga tcc tca gaa agg cag ggt atc 
     Stop   F    P     L   T    D  
Para a reação de PCR, utilizou-se de 2-4 µg de DNA plasmidial, 1,5 mM 
MgCl2, 1 unidade de Taq DNA Polimerase (PCR Buffer 10X: 200mM Tris-HCl pH 
8,4, 500mM KCl), 0,2mM de cada dNTP, e 1 µM de cada iniciador, sendo o 
volume final da reação de 25µl. A reação foi realizada no termociclador Modelo 
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PTC 150 Mini Cycler, MJ Research. O controle de reação foi o DNA do plasmídio 
pDBD 86-174 que contém o domínio de ligação ao DNA do receptor nuclear Rev-
erb ß (TERENZI et al., 1998).  
3.2 Análise em gel de agarose 
Após a amplificação, a visualização se deu por gel de agarose 1% (ref), 
corado com brometo de etídio e exposto a luz ultravioleta. As imagens foram 
registradas por um sistema de foto-documentação UVP INC. 
3.3 Purificação de DNA plasmídial e de fragmentos de DNA  
 Os fragmentos de DNA amplificados por PCR  foram cortados do gel e 
purificados através do Kit (Concert TM Matrix gel extraction system). 
 
3.4 Digestão com enzimas de restrição e Ligação ao vetor pET14b 
 Com a confirmação da purificação, tanto os fragmentos purificados como o 
vetor pET14b foram digeridos com as enzimas BamHI e NdeI (reação: 1 unidade 
de cada enzima, Tampão 1X, BSA 0,1% e 1µg de DNA) overnight a 37°C. Feita 
uma nova purificação, as reações de ligação (4µl DNA ligase, Tampão da ligase 
1X) em proporções DNA do inserto / DNA plasmidial de 1:1, 2:1 e 3:1, ocorreram 
overnight a 8˚C. As soluções das reações de ligação foram transformadas em 
bactérias E.coli XL1blue.  
3.5 Extração de DNA plasmidial 
Após o crescimento das colônias em placas LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal, 
foram selecionadas colônias brancas e azuis. Com um ponteira foi retirada uma 
colônia e colocada em um tubo contendo 3 ml de LB e 3µl de Ampicilina 
(50mg/ml). As colônias cresceram overnight. Este procedimento foi realizado para 
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coleta de várias colônias da mesma placa, para aumentar as chances de obtenção 
do clone desejado. O procedimento foi seguido de acordo com Ausubel et al. 
(1995) e o DNA plasmidial obtido da extração foi analisado em gel de agarose 1%. 
Para o sequenciamento o Kit (Amersham) foi utilizado, seguindo as 
instruções do fabricante, para obter maior massa de DNA. 
3.6 Tranformação em bactérias competentes 
Os plasmídios de interesse (1-2 µl resultantes das extrações) foram 
adicionados às bactérias competentes XL1blue, DH5α, BL21 codon plus e BL21 
DE3 (50 µl), preparadas de acordo com Ausubel et al. (1995) a 4˚C por 20 min. 
Em seguida, as amostras foram colocadas em banho a 42 ˚C por 1 min e 
novamente colocadas no gelo. Aos tubos foram adicionados 1 ml de meio LB e 
foram incubados a 37˚C por 1h. Após este período, os tubos foram centrifugados 
por 3 min a 2000 g.  
Foram removidos 750 µl do sobrenadante para serem desprezados, sendo 
o restante utilizado para ressuspender as células. A suspensão de células foi 
então espalhada sobre uma placa de meio LB sólido (1% peptona, 0,5% Extrato 
de levedura, 0,5% NaCl, 1,5% de Agar, pH 7,5), contendo Ampicilina 50 µg/ml, 
IPTG (isopropil –β-D-tiogalactosideo) 1,5 mM, X-Gal (5-bromo-4 cloro-3-indolil-β-
D-galactosídeo) 80µg/ml e a placa colocada em estufa a 37˚C por 16-20h 
(AUSUBEL et al. 1995).      
3.7 Expressão das proteínas recombinantes em Escherichia coli 
Os domínios AF-1 e LBD foram expressos utilizando-se dois sistemas. No 
primeiro, os domínios foram inseridos em pGEX-2T 128/129 (BLANAR et al., 
1992) posterior ao gene que codifica a proteína GST (glutationa –S- tranferase). 
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Portanto, a expressão dos domínios se dá fusionada a esta proteína, entre eles 
ainda encontra-se um pequeno peptídio de identificação (gsdykddddkarrasvef) do 
próprio vetor. O segundo sistema utiliza o vetor pET14b que expressa uma cauda 
N-terminal de 6 histidinas à proteína recombinante. As seqüências das proteínas 
incluindo os peptídios fusionados (em itálico) são:  
O domínio LBD expresso em pGEX-2T (30,138.5 Daltons) correspondente aos 
amino ácidos 380 a 628: 
sdykddddkarrasvefPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPRDLDYSRYCP
TDQATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRL
SIRSNTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSMI
TERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQRKGQALEPSEPKVLRALVELRKICTQGLQRIFYL
KLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF 
O domínio AF-1 expresso em pGEX-2T (32780.6 Daltons) correspondente aos amino ácidos 1 a 293: 
 
GSDYKDDDDKARRASVEFMPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYGSEYTTEIMNPDYAKLTMDLG
STGIMATATTSLPSFSTFMEGYPSSCELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHH
HHHHHHHHQQQQPSIPPPSGPEDEVLPSTSMYFKQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPSA
PGCIAPGPLLDPQMKAVPPMAAAARFPIFFKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLP
LGAAAAAGSQAAALEGHPYGLPLAKRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSS
SSGEGTEFIVIDstop 
O domínio LBD expresso em pET14b (30245.70 Daltons): 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPRDLDYSRYCPTDQATAGTD
AEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRSNTAEDKFVFCNGLVLHR
LQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSMITERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQRKGQAL
EPSEPKVLRALVELRKICTQGLQRIFYLKLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPFstop 
O domínio AF-1 expresso em pET14b (32887.79 Daltons): 
GSSHHHHHHSSGLVPRGSHMPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYGSEYTTEIMNPDYAKLTMDL
GSTGIMATATTSLPSFSTFMEGYPSSCELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHH
HHHHHHHHHQQQQPSIPPPSGPEDEVLPSTSMYFKQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPS
APGCIAPGPLLDPQMKAVPPMAAAARFPIFFKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSL
PLGAAAAAGSQAAALEGHPYGLPLAKRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRS
SSSGEGTstop 
Para os vetores pGEX,  as bactérias utilizadas foram do tipo DH5α. Para 
pET14b utilizou-se linhagens BL21 codon plus e BL21 DE3. Após a 
transformação, as DH5α foram expressas em 0,8 ou 1,7 D.O a 600nm, 
dependendo do experimento, e as BL21 expressas  em 0,8 D.O a 600 nm. O meio 
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de cultivo utilizado foi o LB (luria bertani) com 0,1 mg/ml do antibiótico ampicilina.  
O tempo de indução variou de 4 à 16h (overnight) testando-se temperaturas entre 
25 e 37°C. O agente indutor foi o IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosida) em 
concentrações de 0,2 ou 1,0 µM. Todos os experimentos foram realizados sob 
agitação a 150 rpm. 
3.8 Purificação de Proteínas 
As células bacterianas foram centrifugadas a 6000g e o precipitado a partir 
de 1000 ml de cultura foi suspenso em 20 ml de tampão. Para pGEX utilizou-se o 
tampão fosfato pH 7,4 (PBS) com DTT – ditiotreitol (5mM  para LBD e 1mM  para 
AF-1) e inibidores de protease (completeTM, Mini, Boehringer Mannheim). Para 
pET 40 ml de tampão fosfato com 10 mM de imidazol. As mesmas concentrações 
de DTT e os mesmos inibidores de protease usados para pGEX, foram 
adicionados.  As células foram rompidas através de sonicador (4 ciclos/20s) a 4˚C. 
Triton X-100 foi adicionado a uma concentração final de 1%, e a suspensão foi 
centrifugada por 20 min a 15000g. Os sobrenadantes de pGEX foram encubados 
por 90 min a ˚C com 2ml de resina glutationa –sefarose (GSH-Sepharose 4B - 
Amersham). A resina foi lavada com 30 volumes de PBS. Neste passo de 
purificação foram utilizadas duas metodologias: 
Clivagem da proteína fusão na coluna: 
A coluna de purificação foi lavada com 10 volumes de tampão de clivagem 
da trombina (50 mM de Tris-HCl, pH 8, 150 mM de NaCl, 2.5 mM de CaCl2 e 5 mM 
de DTT para LBD e 1mM DTT para AF-1). A enzima foi adicionada à resina a 1 
unidade de trombina /100 µg de proteína fusão. 
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Clivagem da proteína fusão fora da coluna: 
A proteína fusão foi eluida com 10 ml de glutationa redusida (GSH) a 10 
mM. As frações de eluição foram concentradas por ultrafiltração utilizando 
Membranas Amicom (Millipore) e o tampão foi trocado para clivagem com 
trombina no mesmo tubo concentrador. Deste modo a GSH foi eliminada. A 
proteína fusão foi digerida com trombina (1 unidade de trombina/100 µg de 
proteína fusão) no mesmo tampão de clivagem citado anteriormente. A proteína 
clivada foi encubada por 2 h a 4˚C com 2mL de glutationa-sefarose. 
Em ambos os casos as frações de eluição, correspondentes a cada passo 
de purificação, foram coletadas e analizadas por SDS – PAGE. 
Para a purificação das proteínas expressas com o vetor pET14b, o 
sobrenadante foi aplicado diretamente a resina já carregada com sulfato de níquel 
- HiTrap chelating (Amersham) de 1mL. As resinas foram pré-tratadas com 10 ml 
de água, e 10 ml do mesmo tampão fosfato da suspensão inicial. Após a 
passagem do estrato protéico a resina foi lavada com 10 ml PBS (10mM Imidazol) 
e posteriormente com 6 ml de um tampão de lavagem (PBS 7,4 com 20mM de 
Imidazol). As eluições foram feitas com gradientes de Imidazol de 50mM a 200mM 
e os passos de purificação foram analisados por SDS-PAGE.    
 
 
 
3.9 SDS –PAGE 
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Os géis SDS PAGE (LAEMMLI, 1951) foram utilizados. Géis de separação 
contínuos com concentrações de 10 % ou 12 % de acrilamida foram feitos com 
géis de empilhamento a 4 % de acrilamida, segundo Celis et al. (1998). 
As amostras foram solubilizadas em um tampão de amostra contendo 
Tris.Cl pH 6.8, glicerol 20%, SDS 4%, DTT 50 mM, Azul de bromofenol 0,001%, 
aquecidas por 4 min a 95 ºC e aplicadas a  sistemas BioRad ou Amersham com  
auxílio de microseringa. 
 
3.10 Coloração de géis SDS – PAGE 
A coloração foi feita através do corante azul de coomassie CBR – 250, onde 
o gel foi inicialmente equilibrado em solução metanólica (Metanol 45 %, Ac.Acético 
10 %, CBR-250 1 % e H20 45 %) por 1h e descorado em solução contendo 50 % 
metanol e 10% Ac. Acético (Celis et al. 1998).   
Na coloração por de Nitrato de prata, foi feito um tratamento inicia com  
solução de fixação (50 % metanol 50%; Ac. Acético12%; formaldeído 37% - 0,5 
mL) overnight seguido de uma lavagem com etanol 30%. Os géis foram tratados 
com uma solução de tiosulfato de sódio (0,2 g/L) e impregnados com solução de 
Nitrato de prata (2g/L) e formaldeído 37% (0,75 mL/L) por 30 minutos. Lavou-se 
com água destilada e a revelação foi feita com uma solução à base de Carbonato 
de cálcio (Na2Co3 – 60g/L; HCOH 37% - 0,5 mL/L; Na2S2O3.5H2O – 4mg/L) por 
aproximadamente 10 minutos. A reação foi interrompida com uma solução de  
Metanol 50% e Ac. Acético 12% por 10 minutos, seguido de uma lavagem com 
Metanol 50% (BlUM et al.,1987).  
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3.11 Secagem dos géis 
Os géis foram colocados entre folhas de celofane umedecidas com Glicerol 
3 %. Estes foram esticados sobre uma placa de vidro e colocados em uma estufa 
a 50 ºC.  
 
3.12 Dosagem de Proteínas 
O método de Bradford foi utilizado (AUSUBEL et al., 1995). A curva-padrão 
foi feita com a proteína BSA (Bovine Serum albumin), com concentrações de 2.5, 
5, 7.5, e 10 µg. Através da plotagem dos dados obtidos por espectrofotometria, 
medidos a 545nm, a concentração de proteínas foi determinada.  Todas as 
amostras foram feitas em duplicatas. 
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3.13 Seqüenciamento N-Terminal  
As proteínas purificadas foram separadas por SDS-PAGE e transferidas 
para membranas de PVDF. As bandas de interesse foram cortadas e submetidas 
a sequenciamento N-terminal através do método de degradação de Edman em 
seqüenciador Applied Biosystems Procise Sequencer. 
3.14 Espectrometria de Massa 
As amostras (10 µM) foram analisadas por SELDI (Surface – enhanced 
Laser Desorption/ Ionization) através de um espectrômetro de massa Ciphergen 
(análises feitas por Pablo Fernandez - Instituto Pasteur, FR). 
 
3.15 Desnaturação térmica monitorada por UV 
As análises foram realizadas a 55 °C usando um espectrofotômetro 
Ultrospec 3100 pro (Amersham) a 280 nm e monitorando o sinal entre 0 e 2,5 
horas. Os experimentos foram medidos em triplicata (GINSBURG et al., 1965). 
3.16 Dicroísmo Circular (CD) 
Os espectros de CD foram medidos em um intervalo de comprimentos de 
onda variando de 200 a 250 nm a 4°C obtendo-se a média de 5 espectros com 
velocidade de varredura de 100 nm/min e resolução de 0,1 nm a cada passo. A 
temperatura foi aumentada em 1°C a cada minuto. O aparelho utilizado foi um 
espectropolarímetro Jasco J-715 equipado com uma unidade peltier. O conteúdo 
de α-hélices de LBD purificado foi monitorada através do pico 222nm durante uma 
desnaturação térmica de 4 ou 20 °C (dependendo do experimento) até 80 °C. 
Todas as medidas foram convertidas para MRE (mean residue ellipticity) e 
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realizadas em cubeta de 0,1 mm de espessura. A concentração de amostra 
utilizada foi de 10µM em tampão PBS. O espectro de calibração (com somente 
PBS) foi subtraído de todos os espectros medidos. O programa CDSSTR foi 
utilizado para determinar o conteúdo de estruturas secundárias a partir dos 
espectros.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Subclonagens em vetores de expressão 
Os domínios AF-1 e LBD, do receptor nuclear órfão NOR-1, foram 
subclonados em vetores de expressão tendo como base suas funções, 
conservadas evolutivamente. Os fragmentos de DNA amplificados por PCR, 
correspondentes ao domínio AF-1 (do aminoácido 1 ao 293)  e ao domínio LBD 
(do aminoácido 380 ao 628) foram inseridos no vetor pET14b. Os novos vetores 
de expressão foram chamados  pET-LBD e pET-AF-1. Os vetores foram 
seqüenciados e  para um deles (pET-AF-1) não foi confirmada a seqüência 
esperada.  
Na figura 1 observam-se os alinhamentos correspondentes a proteínas 
homólogas do NOR-1: Nurr1 e Ngfi-β. As regiões em destaque representam os 
domínios AF-1 e LBD. Pode-se observar também que a homologia do receptor na 
porção do domínio LBD é maior que na região N-terminal AF-1, quando 
comparado com os outros receptores da mesma subfamília NR4 (figuras 2, 3 e 4). 
 
CLUSTAL FORMAT, CPU=1.65 sec, SCORE=74, Nseq=3, Len=647 
 
NOR-1           MPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYG----SEYTTEIMNPDYAKLTMDLGSTGIMATATTSLP 
Nurr1           MPCVQAQYGSSPQGASPASQSYSYHSSGEYSSDFLTPEFVKFSMDLTNTEI--TATTSLP 
Ngfi-B          -------------------------------------------MDLASPETAPTAPATLP 
                                                           *** ..    **.::** 
 
NOR-1           SFSTFMEGYPSS-CELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHHHHHHHHHHQQQ 
Nurr1           SFSTFMDNYSTG-YDVKPPCLYQMPLSGQQSSIKVEDIQMHNYQQHSH------------ 
Ngfi-B          SFSTFMDGGYTGEFD---TFLYQLPGTAQPCSSASSTSSSSSSATSPASASFKFEDFQVY 
                ******:.  :.  :   . ***:* :.       .     .                   
 
NOR-1           QPSIPPPSGPEDEVLP-STSMYF--KQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPS-APGCIAP 
Nurr1           ---LPPQS---EEMMPHSGSVYY--KPSSPPTPSTPGFQVQHSPMWDDPGSLHNFHQNYV 
Ngfi-B          GCYPGTLSGPLDETLS-SSGSDYYGSPCSAPSPPTPNFQPSQLSPWDGSFGHFSPSQTYE 
                     . *   :* :. * .  :  . ....:*.**.*  .  . **.             
 
NOR-1           GPLLDPQMKAVPPMAAAARFPIF-FKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLPLGAA 
Nurr1           A--T-THMIE-QRKTPVSRLSLFSFKQSPPGTPVSS----CQMRFD----GPLHVPMNPE 
Ngfi-B          G--LRVWTEQLPKASGPPPPPTF-FSFSPPTGPSPSLA-------------QSSLKLFPA 
                .             :  .  . * *. ***  * .*                  : : .  
 
 27
NOR-1           AAAGSQAAALEGHPYGLPLA-KRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSSSS 
Nurr1           PA-GSHHV-VDGQTFAVPNPIRKPASMGFPGLQI---GHASQLL--DTQVPSPPSRGSPS 
Ngfi-B          PA--THQL-GEGESYSVPAAF--------PGLAPTSPNCDTSGILDAP-VTSTKARSGSS 
                .*  ::    :*..:.:* .         * *        :. :   . :.*.  *...* 
 
NOR-1           --GEGTCAVCGDNAACQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQ 
Nurr1           --NEGLCAVCGDNAACQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQ 
Ngfi-B          GGSEGRCAVCGDNASCQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKSAKYICLANKDCPVDKRRRNRCQ 
                  .** ********:**********************.***:*****:************ 
 
NOR-1           YCRFQKCLSVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRA 
Nurr1           YCRFQKCLAVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKPKS-----PQDPSPPSPPVSLISALVRA 
Ngfi-B          FCRFQKCLAVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKPKQ-----PPDAS----PTNLLTSLIRA 
                :*******:*************************.     * :.*    *  ::.:*:** 
 
NOR-1           LTDATPR--DLDYSRYCPT-DQATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLP 
Nurr1           HVDSNPAMTSLDYSRFQANPDYQMSGDDTQHIQQFYDLLTGSMEIIRGWAEKIPGFADLP 
Ngfi-B          HLDSGPNTAKLDYSKFQELVLPRFGKEDAGDVQQFYDLLSGSLDVIRKWAEKIPGFIELS 
                  *: *   .****::        .  *: .:****:**:.*::: * ******** :*. 
 
NOR-1           KEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRSNTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSL 
Nurr1           KADQDLLFESAFLELFVLRLAYRSNPVEGKLIFCNGVVLHRLQCVRGFGEWIDSIVEFSS 
Ngfi-B          PGDQDLLLESAFLELFILRLAYRSKPGEGKLIFCSGLVLHRLQCARGFGDWIDNILAFSR 
                  ** **:********:***: **:. *.*::**.*:******* ****:*:*.*  **  
 
NOR-1           NLQSLNLDIQALACLSALSMITERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQR--KGQALEPSE 
Nurr1           NLQNMNIDISAFSCIAALAMVTERHGLKEPKRVEELQNKIVNCLKDHVTFNNGGLNRPNY 
Ngfi-B          SLHSLGVDVPAFACLSALVLITDRHGLQDPRRVEELQNRIASCLKEHMAAVAGDPQPASC 
                .*:.:.:*: *::*::** ::*:****::*:***** *:*...**:*     *    ..  
 
NOR-1           -PKVLRALVELRKICTQGLQRIFYLKLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF 
Nurr1           LSKLLGKLPELRTLCTQGLQRIFYLKLEDLVPPPAIIDKLFLDTLPF 
Ngfi-B          LSRLLGKLPELRTLCTQGLQRIFCLKLEDLVPPPPIVDKIFMDTLSF 
                 .::*  * ***.:********* *******.**.::**:*:***.* 
 
 
Figura 1. Resultado do alinhamento dos receptores nucleares da subfamilia NR4 
de Rattus norvergicus utilizando o programa ClustalW 1.82. A região correspondente à 
porção N-terminal AF-1 está representada em amarelo e o domínio LBD em azul.  
 
T-COFFEE, Version_1.41(Fri Jun 28 14:24:48 MDT 2002) 
Notredame, Higgins, Heringa, JMB(302)pp205-217,2000 
CPU TIME:1 sec. 
SCORE=74 
* 
 BAD AVG GOOD 
* 
NOR-1    :  74 
Nurr1    :  75 
Ngfi-B   :  73 
 
NOR-1    MPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYG----SEYTTEIMNPDYAKLTMDLGSTGIMATATTSLPSFS 
Nurr1    MPCVQAQYGSSPQGASPASQSYSYHSSGEYSSDFLTPEFVKFSMDLTNTEI--TATTSLPSFS 
Ngfi-B   -------------------------------------------MDLASPETAPTAPATLPSFS 
 
Cons                                                *** ..    **.::***** 
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NOR-1    TFMEGYPSS-CELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHHHHHHHHHHQQQQPSIPP 
Nurr1    TFMDNYSTG-YDVKPPCLYQMPLSGQQSSIKVEDIQMHNYQQHSH---------------LPP 
Ngfi-B   TFMDGGYTGEFD---TFLYQLPGTAQPCSSASSTSSSSSSATSPASASFKFEDFQVYGCYPGT 
 
Cons     ***:.  :.  :   . ***:* :.       .     .                       . 
 
 
NOR-1    PSGPEDEVLP-STSMYF--KQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPS-APGCIAPGPLLDPQMK 
Nurr1    QS---EEMMPHSGSVYY--KPSSPPTPSTPGFQVQHSPMWDDPGSLHNFHQNYVA--T-THMI 
Ngfi-B   LSGPLDETLS-SSGSDYYGSPCSAPSPPTPNFQPSQLSPWDGSFGHFSPSQTYEG--LRVWTE 
 
Cons      *   :* :. * .  :  . ....:*.**.*  .  . **.            .         
 
 
NOR-1    AVPPMAAAARFPIF-FKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLPLGAAAAAGSQAAALEG 
Nurr1    E-QRKTPVSRLSLFSFKQSPPGTPVSS----CQMRFD----GPLHVPMNPEPA-GSHHV-VDG 
Ngfi-B   QLPKASGPPPPPTF-FSFSPPTGPSPSLA-------------QSSLKLFPAPA--THQL-GEG 
 
Cons          :  .  . * *. ***  * .*                  : : . .*  ::    :* 
 
 
NOR-1    HPYGLPLA-KRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSSSS--GEGTCAVCGDNAA 
Nurr1    QTFAVPNPIRKPASMGFPGLQI---GHASQLL--DTQVPSPPSRGSPS--NEGLCAVCGDNAA 
Ngfi-B   ESYSVPAAF--------PGLAPTSPNCDTSGILDAP-VTSTKARSGSSGGSEGRCAVCGDNAS 
 
Cons     ..:.:* .         * *        :. :   . :.*.  *...*  .** ********: 
 
 
NOR-1    CQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQYCRFQKCLSVGMVKEVVR 
Nurr1    CQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQYCRFQKCLAVGMVKEVVR 
Ngfi-B   CQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKSAKYICLANKDCPVDKRRRNRCQFCRFQKCLAVGMVKEVVR 
 
Cons     **********************.***:*****:************:*******:********* 
 
 
NOR-1    TDSLKGRRGRLPSKPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPR--DLDYSRYCPT-D 
Nurr1    TDSLKGRRGRLPSKPKS-----PQDPSPPSPPVSLISALVRAHVDSNPAMTSLDYSRFQANPD 
Ngfi-B   TDSLKGRRGRLPSKPKQ-----PPDAS----PTNLLTSLIRAHLDSGPNTAKLDYSKFQELVL 
 
Cons     ****************.     * :.*    *  ::.:*:**  *: *   .****::      
 
 
NOR-1    QATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRS 
Nurr1    YQMSGDDTQHIQQFYDLLTGSMEIIRGWAEKIPGFADLPKADQDLLFESAFLELFVLRLAYRS 
Ngfi-B   PRFGKEDAGDVQQFYDLLSGSLDVIRKWAEKIPGFIELSPGDQDLLLESAFLELFILRLAYRS 
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Cons        .  *: .:****:**:.*::: * ******** :*.  ** **:********:***: ** 
 
 
NOR-1    NTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSMITERHGL 
Nurr1    NPVEGKLIFCNGVVLHRLQCVRGFGEWIDSIVEFSSNLQNMNIDISAFSCIAALAMVTERHGL 
Ngfi-B   KPGEGKLIFCSGLVLHRLQCARGFGDWIDNILAFSRSLHSLGVDVPAFACLSALVLITDRHGL 
 
Cons     :. *.*::**.*:******* ****:*:*.*  ** .*:.:.:*: *::*::** ::*:**** 
 
 
NOR-1    KEPKRVEELCNKITSSLKDHQR--KGQALEPSE-PKVLRALVELRKICTQGLQRIFYLKLEDL 
Nurr1    KEPKRVEELQNKIVNCLKDHVTFNNGGLNRPNYLSKLLGKLPELRTLCTQGLQRIFYLKLEDL 
Ngfi-B   QDPRRVEELQNRIASCLKEHMAAVAGDPQPASCLSRLLGKLPELRTLCTQGLQRIFCLKLEDL 
 
Cons     ::*:***** *:*...**:*     *    ..  .::*  * ***.:********* ****** 
 
 
NOR-1    VSPPSVIDKLFLDTLPF 
Nurr1    VPPPAIIDKLFLDTLPF 
Ngfi-B   VPPPPIVDKIFMDTLSF 
 
Cons     *.**.::**:*:***.* 
 
 
Figura 2. Alinhamentos dos receptores da subfamília NR4 de Rattus norvergicus, 
obtidos pelo programa T-Coffee 1.41, mostrando os graus de homologias, onde estas 
aumentam quanto mais próximas do vermelho.   
 
 SeqA Nome     (aa)   SeqB   Nome     (aa)   Score 
 =================================================== 
 1    NOR1     293      2    Nurr1    262      37    
 1    NOR1     293      3    Ngfi-B   231      29    
 2    Nurr1    262      3    Ngfi-B   231      26    
=================================================== 
Figura 3. Resultado dos scores de homologia do Clustalw para o domínio AF-1.  
 
 SeqA Nome     (aa)   SeqB   Nome     (aa)   Score 
 =================================================== 
 1    Nor1     249      2    Nurr1    250      63    
 1    Nor1     249      3    Ngfi-B   246      53    
 2    Nurr1    250      3    Ngfi-B   246      60    
=================================================== 
Figura 4. Resultado dos scores de homologia do Clustalw para o domínio LBD, 
mostrando ser um domínio de maior homologia.  
O receptor NOR-1 possuí maior homologia com seu homólogo Nurr1. Na 
porção N-terminal (37%) e na C-terminal (LBD) 63%. A estrutura tri-dimensional do 
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domínio LBD de Nurr1 já foi descrita. Sua cavidade de ligação é bloqueada por 
resíduos hidrofóbicos conservados nos três membros da família NR4 (WANG et 
al., 2003). A superfície de interação com co-ativadores observada em Nurr1 é 
diferente dos outros receptores nucleares e envolve os aminoácidos R418 e F439. 
Em NOR-1 o R418 é conservado, entretanto o F439 é substituído por isoleucina 
(WANG et al., 2003), podendo exercer um papel funcional ou estrutural para esta 
região.  Codina et al. (2004) descrevem para o receptor Nurr1 uma nova superfície 
de interação com co-reguladores. Os aminoácidos envolvidos (L570, F574, F592, 
L593, L596 e F598) são conservados em NOR-1 e provavelmente tenham a 
mesma função. 
 Os domínios AF-1 e LBD já encontravam-se subclonados em pGEX-2T, 
trabalho realizado no laboratório de Mario Zakin, Instituto Pasteur, França. A 
clonagem nos vetores pET14b se deu a partir dos vetores pGEX, pela 
necessidade de outra metodologia de purificação (adição de uma cauda de 
histidinas para purificação de afinidade por níquel), principalmente para o domínio 
AF-1. Os fragmentos de DNA amplificados de 879bp e 744bp correspondentes 
aos domínios AF-1 e LBD respectivamente, foram amplificados utilizando o 
programa descrito em materiais e métodos (figura 5). Após amplificação, os 
fragmentos foram cortados do gel de agarose e purificados (figura 6). Feita a 
ligação nos vetores pET, a verificação da clonagem se deu por PCR e por 
digestão com enzimas de restrição (figuras 7 e 8). 
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Figura 5. Amplificação por PCR dos domínios  LBD (1 e 2) e AF-1 (3 e 4). 
 
A diferença de tamanhos observada é um bom indicativo de que os 
fragmentos amplificados são os esperados. 
 
 
Figura 6. Fragmentos de DNA purificados de AF-1 e LBD. 
     AF-1        LBD 
MW      1        2        3        4 
800 bp 
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Figura 7. Amplificação por PCR dos vetores pET-AF1 (2 a 5) e pET-LBD (6 a 11). 
 
 
 
Figura 8. Teste de digestão dos vetores pET-AF-1 e pET-LBD com EcoRI e 
BamHI. 
   1          2          3          4        5           6          7          8         9         10        11  
800bp 
AF-1                                      LBD 
         AF-1             LBD       pET-não cortado 
 33
 
  Nos diagramas esquemáticos da figura 9 estão representadas as 
construções dos vetores de expressão utilizados para expressão das proteínas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Vetores utilizados para expressão dos domínios AF-1 e LBD do receptor 
NOR -1.  
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4.2 Expressão das proteínas recombinantes 
Diferentes condições para expressão de AF-1 e LBD foram testadas. 
Inicialmente o domínio AF-1, suclonado em pGEX,  foi expresso e avaliado nos 
tempos 0, 2, 4, 6 e 8 horas, utilizando-se 1 mM de IPTG a 1 D.O em bactérias 
E.coli DH5α.  Foi facilmente perceptível o aumento da expressão em tempos mais 
longos como em 6 e 8 horas. Neste teste, somente o extrato total das bactérias foi 
analisado (figura 6). 
 
 
Figura 6. Análise do extrato total de bactérias DH5α expressando por até 8h o 
domínio AF-1. A caixa em vermelho destaca linha de bandas aumentando sua 
intensidade.  
 
Para o domínio LBD (subclonado em pGEX) testou-se em DH5α a 
expressão overnight e no período de 8h. Novamente a expressão em tempos mais 
longos foi observada com maior intensidade em gel (Figura 7). 
MW
97
60  (GST - AF-1)
45
30
0     2       4    6 8   (horas)
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Figura 7. Avaliação da expressão de AF-1 e LBD pelo extrato total bacteriano em 
diferentes tempos de indução com 1 mM de IPTG a 37˚C. Em 1, 2, 3 (AF-1 nos tempos 0, 
8 e 16h); em 4, 5 e 6 (LBD nos tempos 0, 8 e 16h) 
 
Em um dos experimentos as induções com IPTG em 16h foram feitas no 
período em que as bactérias atingiam a fase estacionária, em 1,7 D.O 
aproximadamente. Surpreendentemente, neste experimento, ambos domínios 
tiveram um significativo aumento de expressão. Sabe-se hoje que proteínas 
fusionadas com GST realmente apresentam melhor expressão nesta fase de 
crescimento (CHAE et al., 2003) e está foi a maneira adotada como a condição 
ótima.  
Testes de expressão em diferentes temperaturas, entre 25 e 37˚C, também 
foram feitos. Obtiveram-se a 37˚C, os melhores rendimentos. (dados não 
mostrados). 
1      2    3     4     5     6          MW
97
66
45
30
20
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O vetor pET14b LBD e AF-1 foram expressos em uma concentração mais 
baixa de IPTG (0,2 mM) - como teste inicial -  em culturas overnight, utilizando-se 
bactérias BL21 codon plus. Não houve diferenças na expressão entre os tempos 
zero de indução e overnight. Admitindo a hipótese de erro no seqüenciamento do  
vetor pET-AF-1, deu-se continuidade ao processo de expressão e 
purificação da proteína (figura 8).  
 
 
 
 
Figura 8. Expressão do domínio AF-1. Em 1- precipitado celular, 2 – tempo zero 
de indução e 3 – overnight. Com LBD o resultado foi bastante semelhante (dados não 
mostrados).  
 
4.3 Processo de purificação das proteínas 
 O lisado bacteriano, resultado da expressão de pGEX-LBD, após 
centrifugação, foi incubado por 90 min a 4˚C com GSH-Sepharose. A resina foi 
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então lavada até que nenhuma proteína pudesse ser identificada por Bradford, no 
eluente. Duas metodologias foram testadas. Na primeira, a proteína fusão ligada à 
resina foi eluida com 10 mM de solução de GSH com poucos contaminantes. Na 
segunda, a proteína ligada à coluna foi lavada com o tampão de clivagem da 
trombina (ver metodologia) e incubada com a mesma. Usando este ultimo 
procedimento, em apenas um experimento foi possível obter a proteína de 
tamanho esperado. Este caso particular provavelmente ocorreu devido à 
desnaturação da molécula, facilitando a sua clivagem, já que foi feita em um longo 
período de 22h (figura 9). 
O mesmo experimento foi feito simultaneamente para AF-1, no entanto a 
proteína esperada não foi obtida nas frações de eluição (figura 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Purificação do domínio LBD através de clivagem na coluna. Em 1- 
sobrenadante inicial;  2 – Ligação da proteína fusão à coluna;  3 – Eluato; 4- lavagem;  5, 
6 e 7- eluições do domínio LBD;  8 – proteínas restantes na coluna (destaque para LBD e 
GST em maior volume).  
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Figura 10. Purificação do domínio AF-1 a partir de clivagem na coluna GSH-
sefarose. Em 1-sobrenadante inicial; 2- proteína fusão ligada à coluna; 3 – Eluato; 4- 
lavagem; 5, 6 e 7- eluições; 8 – proteínas que permaneceram ligadas à coluna. 
 
Percebe-se que a clivagem com trombina ocorreu. É possível observar GST 
ligada à resina e uma nova banda que supostamente seria AF-1. O domínio, 
portanto, apresentou afinidade pela coluna nessas condições.  
Tendo em vista que em somente um experimento foi possível obter LBD 
puro, a primeira metodologia foi adotada. Neste ensaio, a proteína retida por 
afinidade na resina de GSH-Sefarose, foi eluída com solução de GSH e tratada 
com trombina. Testes foram feitos para estabelecer o melhor tempo de clivagem, 
que foi de aproximadamente 20 h a 4˚C (figura 8). 
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Figura 8. Teste de clivagem com trombina. 1 - tempo zero; 2- 4 horas ; 3 -12 horas  
e  4 - 20 horas de clivagem. 
 
Após o tratamento com trombina, a proteína fusão, já clivada, foi incubada 
novamente, por 2h a 4˚C com 2 ml de glutationa-sefarose. Observou-se a proteína 
LBD nas primeiras frações de eluição (figura 9). O rendimento de GST-LBD, LBD 
após a clivagem com trombina, e LBD após a incubação com GSH-sefarose pode 
ser visto na tabela 1. A proteína do último passo de purificação apresentou um 
rendimento de 3 mg/litro de cultura celular. Esta concentração foi estimada através 
do método de Bradford. 
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Figura 9. Purificação do domínio LBD a partir da empressão em pGEX-2T. 1 – 
proteína fusão ligada à resina; 2 – proteína fusão eluida com GSH; 3 – clivagem com 
trombina; 4 – LBD purificado; 5 – proteína fusão e GST ligadas na coluna GSH sefarose, 
resultado da segunda passagem pela coluna GSH-sefarose. 
 
Tabela 1 
Protocolo de purificação de NOR-1 LBD a partir de 1 litro de cultura 
Fração Rendimento (mg) a Recuperado (%) 
I 19.2  b 100 
II 11.5 b 59.8 
III 3.25 c 16.9 
IV 3 c 15.6 
 
Nota. I, Proteína fusãoGST-LBD antes da eluição com GSH; II, Proteína GST-LBD após a 
primeira eluição com GSH; III, Proteína LBD após tratamento com trombina; IV, Proteína 
LBD purificada após segunda eluição com GSH.  
a O rendimento foi calculado através da densitometria de géis digitalizados, e 
correspondem a  b GST-LBD e c LBD.  
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Na tentativa de purificar o domínio AF-1 pelo mesmo método adotado paro 
o LBD, o vetor pGEX-AF-1 foi expresso em bactérias DH5α nas condições ótimas 
estabelecidas e ligado a coluna de GSH-sefarose. Entretanto, a eluição da 
proteína fusão com a solução de GSH foi bastante ineficiente e muitos 
contaminantes foram observados (figura 10).  
 
Figura 10. Eluição da proteína fusão GST-AF-1 com GSH. Em 1 e 2 – proteína 
fusão; 3 e 4 – lavagens; As eluições com GSH correspondem as colunas de 5 a 9.  
 
 A clivagem da proteína fusão GST-AF-1 pôde ser evidenciada em gel, no 
entanto a contaminação era muito grande. Através da predição estrutural para o 
domínio AF-1, observa-se que é uma proteína quase totalmente em estruturas 
randômicas, apesar da região N-terminal de órfãos conter regiões importantes 
envolvidas na transativação e fosforilação (NORDEZELL et al., 2003; GRESTICK 
e MORAS, 2003; WANSA et al., 2003) (figura 11).  
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Sequência AF-1 NOR-1: 
MPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYGSEYTTEIMNPDYAKLTMDLGSTGIMATATTSLPSFST 
FMEGYPSSCELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHHHHHHHHHHQQQQPSIP 
PPSGPEDEVLPSTSMYFKQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPSAPGCIAPGPLLDPQMK 
AVPPMAAAARFPIFFKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLPLGAAAAAGSQAAAL 
EGHPYGLPLAKRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSSSSGEGT 
Predição de estrutura secundária (H = hélice, E = folha-β, - = sem predição): 
----------------EEEEE------EE-------HEEE------EEEE---------- 
-E-------------------------E------HHHHHHH------------------- 
--------------EEE------------------------------------------- 
----HHH-----E-------------------------HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 
---------H-H-------------------E---------------------  
Figura 11. Resultado da predição predição de estrutura através do programa 
nnpredict. Nota-se que a maior parte da proteína (aproximadamente 80%) não apresenta 
estrutura secundária.  
 
Acredita-se que este domínio não apresenta uma estrutura estável 
(GRESCHIC e MORAS, 2003). Sendo assim, é provável que a interação com 
outras proteínas celulares seja maior dificultando sua purificação por esta 
metodologia. Sugerimos, com o objetivo de estabilizar a estrutura, a subclonagem 
do domínio AF-1 fusionado ao domínio DBD ou a seleção de peptídeos 
importantes do domínio AF-1 para expressão isolada. Além disso, acreditamos 
que proteínas co-ativadoras como SRC-2 – que sabidamente interage com 
(WANSA et al., 2003) – poderiam ser utilizadas com a mesma finalidade (CODINA 
et al. 2004).     
Mesmo não havendo diferenças de expressão, deu-se seqüência ao 
processo de purificação usando os vetores pET-AF-1 e pET-LBD. Com ambos, 
obteve-se uma banda de tamanho relativamente próximo ao esperado (30 kDa) 
(figuras 12 e 13). 
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Figura 12. Purificação do domínio AF-1. 1 – proteína recombinante ligada à coluna 
de His.tag; 2 – primeira eluição com imidazol 50mM; 3 – 100mM de imidazol; 4 – 150mM 
de imidazol; 5 – 200mM de imidazol e 6- proteínas que permaneceram ligadas na coluna.  
 
Figura 13. Purificação do domínio LBD a partir da expressão do vetor pET-LBD. 
Em 1- sobrenadante; 2 – precipitado celular; 3 – eluato;  4 – proteína recombinante ligada 
à resina; 5 – amostra da resina ao final do processo; 6 – LBD (primeira eluição com 
imidazol 100 mM); 7- LBD (segunda eluição com imidazol 150 mM); 8-  LBD (terceira 
eluição com imidazol 200 mM).  
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4.4 Seqüenciamento N-Terminal e Espectrometria de Massa 
Através da análise por espectrometria de massa (Análise por SELDI) e pelo 
seqüenciamento N-terminal pôde-se confirmar a purficação do domínio LBD do 
Receptor NOR-1. Vê-se que a seqüência encontrada para os primeiros 6 amino 
ácidos (Gly Ser Leu Tyr Lys Asp) corresponde à extremidade N-terminal da 
proteína expressa em destaque: 
 
GSDYKDDDDKARRASVEFPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPRDLDYSR
YCPTDQATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVL
RLSIRSNTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSM
ITERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQRKGQALEPSEPKVLRALVELRKICTQGLQRIFYL
KLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF  
  
Entretanto, somente pelo resultado do SELDI tornou-se possível a 
confirmação exata da proteína de interesse (figura 14).   
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Figura 14. Espectrometria de massa identificando as três proteínas após a 
clivagem com trombina: NOR-1 LBD, GST e GST-LBD (proteína fusão). 
 
A partir do programa Protparam adquiriu-se informação sobre a massa, 
calculada através da seqüência de amino ácidos de LBD: 30.138,5 kDa. Este 
resultado está bastante próximo do encontrado por SELDI (30.138,7 kDa), não 
restando dúvidas sobre a natureza da proteína. 
As proteínas purificadas a partir do vetor pET-AF-1 e pET-LBD também 
foram seqüenciadas. No entanto as seqüências encontradas foram MKVAKD e 
não conferem com o esperado para a expressão do vetor pET14b 
(MGSSHHHHHH). Em análise por BLAST encontramos uma proteína, onde sua 
região N-terminal possui os mesmos aminoácidos e que apresenta a característica 
de ser rica em histidinas com grande afinidade por Níquel e Zinco (FKBP-type 
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase slyD – acesso PDB - P30856) também 
chamada de Rotamase.  
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Conclui-se que as proteínas purificadas não são AF-1 e LBD e sim 
proteínas da própria bactéria que possuem grande afinidade pela coluna. Com 
isso, verificamos os possíveis erros e a conclusão chegada foi que a bactéria 
utilizada deveria não ser do tipo DE3 (o qual produz a T7 polimerase requerida 
para expressão dos vetores pET). Neste momento, passamos a trabalhar com as 
linhagens que sabíamos ser BL21 DE3, para expressar o vetor pET-LBD. O 
resultado pode ser visualizado na figura 15.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Purificação do domínio LBD expresso em BL21(DE3). Em 1 - proteína 
LBD ligada na coluna de afinidade; 2- Resultado da purificação eluindo com 150 mM de 
Imidazol.   
Sendo assim, a bactéria DE3 expressou uma proteína – desta vez no 
tamanho bem mais próximo do marcador de 30 kDa – confirmando o erro das 
linhagens BL21. Alguns contaminantes são observados. Para aprimorar a técnica, 
um gradiente de Imidazol seria indicado tornando a amostra mais pura. Ou ainda, 
novos testes de expressão com diferentes temperaturas, tempos de indução e 
concentração de IPTG são recomendados.  
 47
 Através de um novo sequênciamento do vetor pET-AF-1 ficou claro que a 
seqüência não confere com o esperado. 
    
4.5 Análise por Dicroísmo Circular 
Para verificar o estado conformacional de LBD (expresso em pGEX), pois 
deseja-se - após a purificação - o estado mais próximo do nativo, foram analisados 
os espectros de Dicroísmo Circular. Em um primeiro experimento, obteve-se um 
padrão predominante de α-hélices com picos máximos negativos em 222 nm e 
208 nm. O percentual calculado pelo software CDSSTR (COMPTON et al., 1986) 
de hélices foi de 30 %, 15% de folhas-beta e 55% de estruturas randômicas (figura 
16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Primeiro experimento de CD com domínio LBD mostrando o perfil típico 
de α-hélices. Os círculos indicam um menor conteúdo de estrutura secundária (em 
vermelho, na região próxima a 200 nm e em verde, mostrando a ausência do mínimo de 
222 nm bem definido).  
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Comparando-se estes resultados com o estimado por programas de 
predição de estrutura secundária (figura17), sugeriu-se um estado de 
desnaturação parcial da molécula. 
====> Results from PSIPred 
   
   Helices 164 = 66% 
   Beta-sheet 4 = 2% 
   Coil 80 = 32% 
 
====> Results from Prof 
 
   Helices 151 = 61% 
   Beta-sheet 3 = 1% 
   Coil 94 = 38% 
 
====> Results from SCRATCH(SSPRO) 
 
   Helices 145 = 58% 
   Beta-sheet 11 = 4% 
   Coil 92 = 38% 
 
Figura 17. Predições de estrutura secundária a partir de diferentes programas. 
 
Vale ressaltar que a proteína purificada para este experimento encontrava-
se a 4˚C há 7 (sete) dias antes das medidas de CD, por motivos de transporte até 
o laboratório de cristalografia em São Carlos, SP. Em um novo experimento, com 
a proteína recém purificada, o percentual de α-hélices calculado aumentou para 
52%, folhas-beta 20% e estruturas randômicas 28%, corroborando com os dados 
estimados pelos softwares de predição e com a estrutura cristalina de outro 
membro da subfamília NR4 (Nurr1, PDB 1OVL), onde o conteúdo de α-hélices 
está próximo de 52% (figura 18). 
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Figura 18. Segundo experimento de CD com o domínio LBD recém purificado. O 
circulo vermelho indica um melhor enovelamento da proteína e o circulo verde mostra o 
mínimo em 222 nm mais evidente. 
     
4.6 Avaliação conformacional por desnaturação térmica 
Para avaliar o enovelamento da proteína, o domínio NOR-1 LBD purificado 
foi submetido à denaturação térmica e analisado por espectrofotometria (radiação 
Ultra-violeta a 280 nm) e Dicroísmo circular. Com o experimento de UV a 
denaturação se deu a 55˚C por 2,5h e a absorbância foi medida. Houve aumento 
na absorção da luz UV e foi detectado um padrão sigmóide em gráfico UV versus 
tempo (figura 19). 
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Figura 19. Análise da desnaturação térmica por UV.  Absorbância a 280 nm 
versus incubação a 55˚C.  
 
O aumento da absorbância sugere que a proteína está expondo mais os 
resíduos de triptofano ao solvente (GINSBURG e CARROLL, 1965). Colina et al. 
(2004) descreve que os triptofanos do domínio LBD de Nurr1 estão parcialmente 
expostos ao solvente. Sabendo que os triptofanos entre NOR-1 e Nurr1 são 
conservados, espera-se que esteja ocorrendo a exposição de W420 e W482 após 
a desnaturação.  Os triptofanos podem ser observados pelo modelo apresentado 
na figura 20. 
 
 51
 
 
 
Figura 20. Modelo esquemático do domínio LBD do receptor NOR-1 baseado na 
estrutura de Nurr1 (modelagem através do SwissPDB), mostrando os resíduos de 
triptofano (em vermelho). A coloração indica o grau de acessibilidade da molécula que 
diminui quanto mais próximo do azul. 
 
Medidas de CD foram feitas monitorando o pico negativo a 220nm partindo-
se de 20 até 80˚C. Com a proteína de 7 (sete) dias após a purificação observou-se 
o efeito da temperatura na estrutura em α-hélice de LBD a partir de 
aproximadamente 40˚C, atingindo um plateau em 55˚C (figura 21). Com a proteína 
recém purificada as medidas foram feitas de 4 a 80 ˚C. A transição iniciou em 
45˚C e com plateau a 55˚C (figura 22). 
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Figura 21. Análise da desnaturação térmica por CD de 20 a 80˚C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Novo experimento desnaturação térmica avaliado por CD com variação 
de 4 a 80˚C. 
Neste experimento o perfil sigmóide da transição térmica é bem mais 
evidente indicando o correto enovelamento da proteína. 
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5. Conclusões e Perspectivas   
Através das técnicas de purificação por afinidade, pôde-se obter o domínio 
LBD do receptor órfão nuclear NOR-1 com alto grau de pureza a 3 mg/L de cultivo 
celular. A metodologia utilizando colunas GSH-sefarose é eficiente para 
posteriores análises estruturais. O domínio apresentou um correto enovelamento 
protéico, após os passos de purificação, com 52% de estrutura em α-hélices. A 
desnaturação térmica monitorada por UV é um bom indicativo para uma avaliação 
preliminar estrutural, confirmado pelos dados de Dicroísmo Circular.  Estudos de 
dinâmica molecular (GRESCHIK e MORAS, 2003) com LBD seriam importantes 
para verificar a flexibilidade da atípica cavidade de ligação da subfamília NR4. 
  Consideramos a purificação do domínio AF-1 importante e novas 
tentativas devem ser feitas (através de afinidade por Níquel, por exemplo) seja do 
domínio isolado, peptídeos isolados ou fusionado com a região de ligação ao DNA 
(DBD). A verificação da atividade da porção AF-1 de NOR-1 poderia ser testada 
pela interação com o domínio LBD através da técnica GST-Pulldown assay 
utilizando as proteínas purificadas, ou ainda, com auxílio de co-reguladores 
(WANSA et al., 2003).   
Para o melhor entendimento da regulação transcricional de NOR-1, na 
ausência de uma cavidade de ligação clássica, outros estudos estruturais e 
análises bioquímicas serão necessárias. O uso de NOR-1 LBD purificado e 
corretamente enovelado como descrito neste trabalho será importante para estes 
experimentos futuros.  
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